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(57) Zusammenfassung 
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Influenzaviros-Antigengehalt zwischen 1 jig und 5 pg/Dosis und Aluminium als Adjuvans sowie Verfahren zu deren Herstellung. 
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Neue mfluenzavirus-Impfstoffzusammensetzung 

Die Erfindung betrifft eine Inf luenzavirus-Impfstof f zusammenset- 
zung mit einem reduzierten Inf luenzavirus-Antigengehalt und Alu- 
minium als Adjuvans. Desweiteren betrifft die Erfindung die Ver- 
wendung der Impf stof f zusammensetzung zur Herstellung eines Arz- 
neimittels und zur Induktion einer effektiven Immunantwort in 
hdheren Wirbeltieren, insbesondere beim Menschen. 

Influenza -Virusinfektionen stellen ein immer hoheres gesundheit- 
liches Risiko insbesondere bei alteren Menschen und bei Personen 
mit chronischen Krankheiten dar, da die Infektion bei diesen 
Personengruppen oftmals zu einer erh&hten Mortalitatsrate fuhrt. 
Seit der Einfuhrung einer inaktivierten Inf luenza-Vakzine, ent- 
haltend inaktiviertes Virusmaterial aus infizierten bebriiteten 
Huhnereiern, in den 40iger Jahren ist das Risiko und der Verlauf 
der infektion, sowie die Mortalitatsrate bei alteren Menschen 
ge sunken. 

Die Gesundheitsbehorden empfehlen fur eine effektive Vakzine, 
die ein positives Verhaltnis zwischen Vakzindosis und IgG-Anti- 
korperantwort ergibt, eine Vakzindosis zwischen 10 /*g bis 15 iig 
HA (Hamagglutination) -Antigen pro Dosis. 

Die kurzf ristige Herstellung von groSen Antigenmengen zur Vak- 
zinproduktion bei einer Pandemie, insbesondere mit der bisher 
eingesetzten Methode uber bebrutete Huhnereier, ist nicht nur 
sehr arbeitsintensiv und erfordert die Bereitstellung groSer 
Mengen an Eiern, sondern erfordert aufgrund der kurzen Zeitin- 
tervalle von der Identif izierung des Virustyps bis zur Bereit- 
stellung des Impf stof fs einen groBen legist ischen Aufwand. Zudem 
wird es in Zukunft durch ein erhohtes BevmStsein, insbesondere 
Risikogruppe rechtzeitig zu impf en, zu einer erhohten Nachfrage 
fur eine effektive Vakzine kommen. 

Die derzeit geschatzte Effizienz einer humanen Inf luenzavirus- 
Vakzine liegt im Bereich zwischen 30% und 80%. Dm die Effizienz 
zu ernohen, wurde vorgeschlagen, die Impf stof fdosis zu erhohen. 
Untersuchungen von Palache et al. (1993, Vaccine 11:3-9) und 
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Palache et al. (1993, Vaccine 11:892-908) zeigen jedoch, daS die 
Erhohung der Vakzindosis nicht immer eine adaquate Methode xst, 
die Antikorperantwort und die Protektivitat zu erhohen, da das 
AusmaS der Immunantwort sehr stark von, Antigen abhangt. Es wurde 
zwar gefunden, daS eine Tendenz zu einer erhohten Immunantwort 
besteht, wenn eine hohere Antigendosis eingesetzt wird, die D e- 
doch oberhalb eines Bereiches von 10 «, bis 15 weniger ausge- 
pragt 1st. und die durch die hohe Impf stof fdosis verursachten 
Nebenwirkungen oftmals nicht rechtfertigt . 

Andere Ansatze zur Erhohung der Immunantwort, insbesondere bei 
alteren Menschen, galten dem Einsatz von zusatzlichen Adjuvan- 
tien Antigenpraparationen enthaltend Mineralol-Emulsionen zeig- 
ten dabei zwar eine verbesserte Immunantwort gegenuber mcht-ad- 
juvantierten Vakzinen, aber auch erhohte Nebenwirkungen (Fukumx 
et al 1967, in: Symposium Series. Immunobiology Standard, Vol. 

6- 237'ff., Karger, Basel, New York). Das einzige fur die Anwen- 
dung am Menschen zugelassene Adjuvans, Aluminium, zeigte in klx- 
nischen Studien am Menschen keine Verstarkung der Immunogenxtat 
von influenzavirusantigen, obwohl die Immunantwort bei Mausen 
durch das Adjuvans verstarkt war (Davenport et al., 1968, J. 
Immunol. 100: 1139-1140, Nicholson et al.. 1979, J. Biol. Stand. 

7- 123-136, Bachmayr et al., 1976, Split and subunit vacccxnes. 
in: influenza: Virus, Vaccines, Strategy (Ed. Selby, P.) 
Academic Press, New York, pp. 149-152, Jennings et al., 1981, J. 
Hyg 81:1-16). Untersuchungen von Skea et al. (1993, Vaccxne 
11-1018-1026) zur Erhohung der Immunantwort gegenuber exner In- 
fluenzavirus-Vakzine zeigten ebenfalls, daS Aluminiumverbindun- 
gen alleine schwache Adjuvantien fur Inf luenzavirus-Antxgen 
sind. Skea et al. supra konnten jedoch durch Erhohung der Adha- 
sion von HA-Antigen an Aluminium durch spezifische antx-Inf luen- 
zavirus-HA-Antikorper eine 1500-fach hohere Immunogenxtat xn 
Mausen und eine urn 5-fach erhohte Immunogenic in Kaninchen xm 
Vergleich zu Aluminium alleine erzielen. Sie folgerten daraus, 
daS die Adjuvansaktivitat von Aluminium entscheidend durch die 
Verstarkung der physikalischen Adhasion zwischen Antigen und Ad- 
juvans erhoht werden kann. Daten fur Versuche an hoheren Saugern 
Oder Menschen wurden jedoch nicht gezeigt. 
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Es wurde eine Reihe von Untersuchungen zur Austestung von Ad 3 u- 
vantien mit einer akzeptablen Reaktivitat durchgef uhrt . So war- 
den immunstimulierende Komplexe (ISCOMS™) , Ol-in-Wasser- ad 3 u- 
vantien (Coulter et al\ , 1998, Vaccine 16: 1243-1253), Vaxcel , 
TiterMax™, Syntex, AlPC,, Freund's komplettes und inkomplettes 
Adjuvans (Robuccio et al., 1995, Lab. Animal Sci 45:420-426) 
p 0 ly(amidoamxn)-Dendrimer (WO 97/28803) und MF59 Kexte et • . 
1993 Vaccine 11:909-913, Martin, 1997, Bxologxcals 25:209-213) 
auf ihre Adjuvans -Aktivitat auf Inf luenzavirus -HA- Antigen gete- 
stet Es zeigte sich, daS die eingesetzten Adjuvantien in unter- 
schiedlichem AusmaS die Immunantwort verstarken. Anderersexts 
verursachen sie auch, abhangig von der eingesetzten Adjuvanskon- 
zentration, mehr oder weniger heftige Nebenwirkungen. 

Ein weiteres Problem bei der Vakzinierung insbesondere von 
Hochrisiko-Gruppen. wie Allergikem und Asthmapatienten mit kon- 
ventionellem Inf luenzavirus- Impfstoff aus Huhnereiern besteht 
darin dafi diese Personen besonders haufig Nebenwirkungsreaktxo- 
nen wie allergische Reaktionen gegen Huhnereiweifcproteine zexg- 
ten'. Oftmals war auch eine geringe Menge an HuhnereiweiG ausrex- 
chend, urn lebensbedrohliche, hypersensitive, allergische Reak- 
tionen auszulosen. Es wurde daher zu einer allgemein ublxchen 
Praxis, die Inf luenzavirus -Vakzine 1:10 zu verdunnen, urn dxe mxt 
dem impfstoff verabreichte Menge an HuhnereiweiS-Proteinen zu 
reduzieren. Untersuchungen von Guamaccia et al. (1990, Ann. 
Allergy 65:218-221) zeigen jedoch, daS die Herabsetzung der nor- 
mal verabreichten Menge an inf luenzavirus -Antigen auch zu exner 
starken Reduktion der Immunantwort fuhrt, und empfehlen daher 
diese Praxis der Antigenmengenreduktion nicht durchzufuhren, da 
damit kein ausreichender Schutz der Patienten gegen eine Vxrus- 
Infektion gesichert ist. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, eine Impfstoff - 
zusammensetzung, die die oben beschriebenen Nachteile, wxe hohe 
Antigendosis, Nebenwirkungen-auslosende Adjuvantxen oder aller- 
gische Reaktionen gegen HuhnereiweiS-Proteine nicht aufwexst, 
zur Verfugung zu stellen. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaS gelost durch Zurverfugungstel- 
len einer Inf luenzavirus-Vakzine, enthaltend aus Zellkultur ge- 
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wonnenes Inf luenzavirusantigen, rait einem Inf luenzavirus-Anti- 
gengehalt von maximal zwischen 1 pg und 5 W Inf luenzavirus-An- 
tigen/Dosis und Aluminium als Adjuvans. 

Es wurde analog zu. den Ergebnissen von Guarnaccia et al. (1990, 
Ann Allergy 65:218-221) gefunden, da6 eine Reduktion der Influ- 
enza-Antigenmenge in einer Impf stof fdosis auch zu einer vermin- 
derten Immunantwort bei Mausen fixhrt. In Ubereinstimmung mit den 
Ergebnissen von Davenport et al. (1968, J. Immunol. 100:1139- 
1140, Hjorth et al., 1997, Vaccine 15:541-546) konnte ebenfalls 
gezeigt werden, daS bei einer Impf stof f zusammensetzung, enthal- 
tend uber konventionelle Methoden aus infizierten bebruteten 
Huhnereiern isoliertes Inf luenzavirusantigen bei gleichzeitxger 
Anwesenheit von Aluminium als Adjuvans, der HA-Titer verstarkt 
wird Die Zugabe von Aluminium fiihrte jedoch auch bei einer 
impf stof fdosis mit einem stark reduzierten Antigengehalt auf 
1/10 der normalerweise ausreichenden Antigenmenge (1,5 fig) zu 
einem gleich hohen HA-Titer wie der Impf stof f, enthaltend die 
10 -f ache Antigenmenge (Tabelle 1) . 

Uberraschenderweise wurde jedoch gefunden, dafi die gleiche Menge 
eines Antigens des gleichen Inf luenzavirus-Stammes, isoHert aus 
einer mit Inf luenzavirus infizierten Zellkultur, einen 2-fach 
hoheren Ant ikorpert iter induziert als Antigen, isoliert aus Huh- 
nereiern. Zudem konnte gezeigt werden, daS die Zugabe von Alumi- 
nium in einer Preparation, enthaltend aus Zellkultur isoliertes 
Antigen, die Immunantwort des Antigens bei einer normal hohen 
Antigendosis nicht oder nur unwesentlich verstarkt, wahrend bei 
Immunisierung mit einer Preparation, enthaltend eine weitaus ge- 
ringere Dosis dieses Antigens und Aluminium als Adjuvans, der 
HA-Titer sogar uber dem mit der hoheren Antigendosis lag (Ta- 
belle 1) und damit zu einer verstarkten Immunantwort fuhrt. 

Die Adjuvans-Aktivitat von Aluminium ist daher bei Influenzavi- 
rusantigen, isoliert aus Zellkultur, wesentlich hoher als ben. 
einem Antigen, isoliert aus bebruteten Eiern. Dies war insbeson- 
dere daher uberraschend, da in der Fachwelt allgemein bekannt 
war, daS die Immunantwort bei einem Antigengehalt von <10 m An- 
tigen/Dosis stark reduziert ist (Guarnaccia et al., 1990, Ann. 
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Allergy 65:218-221) und daS Aluminium nur einen schwach adjuvan- 
tierenden Effekt auf Influenza -Antigen hat. 

Zudem war noch unerwartet, dafi insbesondere mit einer Influenza- 
virus-Antigenpraparation, hergestellt aus gereinigtem Antigen 
aus Zellkultur, und der Kombination von reduziertem Influenzavx- 
rus-Antigengehalt und Aluminium als Adjuvans, eine wesentUch 
hohere Immunantwort erreicht wird im Vergleich zu einer Prapara- 
tion mit einem Gehalt von > 10 M 9 Antigen/Dosis ohne Adjuvans. 
Die Immunogenitat des aus Zellkultur isolierten Inf luenzavx- 
rusantigens konnte durch Reduktion des Antigengehalts im Impf- 
stoff und durch Anwesenheit von Aluminium als Adjuvans urn das 
10- f ache gesteigert werden. 

GemaS einem besonderen Aspekt der Erf indung enthalt die erfin- 
dungsgemafie inf luenzavirus-Vakzine einen Gehalt von 1 W bis 2,5 
ug Antigen/Dosis. Besonders bevorzugt enthalt die erf indungsge- 
mafie Vakzinformulierung 1,5 M 9 Inf luenzavirusantigen/Dosxs. 

Die erfindungsgemaSe Inf luenzavirus-Vakzine enthalt Aluminium 
vorzugsweise in Form von Aluminiumhydroxid (Al(OH) 3 ) oder Alumx- 
niumphosphat (A1P0J . Die Konzentration des Aluminiums kann da- 
bei vorzugsweise mit einer Endkonzentration von 0,05% bxs 0,5* 
in der Vakzinformulierung vorliegen. 

Der besondere Vorteil der erf indungsgemaSen Vakzinformulierung 
liegt neben der erhohten Immunogenitat der Praparation auch 
darin, daS sie (i) durch den reduzierten Antigengehalt und (u) 
durch Verwendung eines Adjuvans, das uber lange Jahre erprobt 
und seine Verwendung am Menschen zugelassen ist, fast vollstan- 
dig nebenwirkungsfrei ist. 

Zudem konnen aus einer normalerweise fur eine Impfdosis notwen- 
digen Antigenmenge bis zu 10-mal soviel Impfdosen hergestellt 
werden (15 M g/Dosis vs. 1,5 ,g/Dosis) . Dies reduziert nicht nur 
den fur die Antigenproduktion notwendigen industriellen Aufwand, 
sondern lost auch die moglichen bei einer Pandemie auftretenden 
Probleme der schnellen Bereitstellung von mehreren Mxllionen 
Impfdosen . 
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Es konnte im Rahmen der vorliegenden Erfindung nicht nur gezeigt 
werden, daS die erf indungsgemaSe Vakzine in Mausen eine verbes- 
serten Immunantwort induziert, sondern es wurde auch in Versu- 
chen mit Schimpansen gezeigt, daS die erf indungsgemaSe Vakzin- 
praparation auch bei hoheren Saugern wirkt. Dies war insbeson- 
dere deshalb uberraschend, da nicht zu erwarten war, daS (i) das 
Immunadsorbens Aluminium einen immunverstarkenden Effekt in ho- 
heren Saugern aufweist und (ii) daS die Reduktion des Antigenge- 
halts eine wesentlich hohere Immunantwort in Schimpansen aus- 
lost. Durch diese Versuche wurde ebenfalls gezeigt, daS die er- 
f indungsgemaSe Preparation fast vollig nebenwirkungsf rei ist. 

Es wurde insbesondere gefunden, daS die mit der aus Zellkultur 
gewonnenen, gereinigten Inf luenzavirus-Antigenpraparation, nicht 
nur alle fur eine effektive Virus-Vakzine notwendigen Kriterien 
gemaS den CPMP-Richtlinien erfiillt, sondern daS das Antigen im 
Impfstoff im Vergleich zu einem konventionellen Impfstoff aus 
Eiern auch eine wesentlich h6here Immunogenitat aufweist und zu- 
dem die fur mogliche allergische Reaktionen verantwort lichen 
HuhnereiweiS-Proteine nicht enthalt. 

Die Versuche zeigen auch, daS der Anstieg des HA-Titers bei 
Schimpansen, immunisiert mit Inf luenzavirusantigen, isoliert aus 
Zellkultur, nicht nur wesentlich hoher war als bei Tieren, die 
mit konventionellem Impfstoff bei gleicher Antigendosis immuni- 
siert wurden, sondern auch, daS die Immunantwort bei Immunisie- 
rung mit einem Impfstoff mit einer geringeren Antigenmenge (1-5 
/tg Antigen/Dosis) und Adjuvans der HA-Titer nach 90 Tagen teil- 
weise ein Drittel bis fast doppelt so hoch war wie bei der h&he- 
ren Antigenmenge ohne Adjuvans (Tabelle 4) . 

GemaS einem besonderen Aspekt der Erfindung enthalt die erf in- 
dungsgemaSe Vakzine vorzugsweise Inf luenzavirusantigen, herge- 
stellt und isoliert aus einer Inf luenzavirus-inf izierten Zell- 
kultur. Die Zellkultur kann dabei eine in serum- oder protein- 
freiem Medium gezvichtete Vero- Zellkultur sein, wobei Influenza- 
virusantigen vorzugsweise gemaS dem in WO 96/15231 beschriebenen 
Verfahren gewonnen wird. Eine derart erhaltene Inf luenzavirus- 
haltige Losung wird nach erfolgter Reinigung mittels kontinuier- 
licher Dichtezentrifugation im Gradienten und DNAse-Behandlung 
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als gereinigte, konzentrierte Virusantigen- Preparation erhalten. 
Diese konzentrierte Preparation kann fur die weitere Herstellung 
der erfindungsgemaEen Vakzine eingesetzt werden. 

Ein weiterer Aspekt der Erf indung umfafit ein Verfahren zur Her- 
stellung einer Inf luenzavirus- Vakzine fur hohere Sauger, insbe- 
sondere fur Menschen, umfassend die Schritte 

- Inf izieren einer Zellkultur mit Inf luenzavirus 

- Kultivieren der infizierten Zellen 

- Ernten der produzierten Viren 

- Reinigen der Viruspraparation 

- Herstellen einer konzentrierten Viruspraparation 

- Verdunnen der Viruspraparation auf einen Antigengehalt zwi- 
schen 1 jig bis 5 /xg Antigen pro Dosis una Zugabe von Aluminium 
als Adjuvans in einer Konzentration zwischen 0,05% bis 0,5%. 

Die Herstellung des Inf luenzavirusantigens fur die Vakzine er- 
folgt dabei vorzugsweise in einer serum- oder proteinfrei ge- 
zuchteten VERO- Zellkultur wie gemafi WO 96/15231 beschrieben. Die 
mit Influenzavirus-infizierten Zellen werden bis zum gewunschten 
Virustiter kultiviert und die Viren aus dem Kulturuberstand iso- 
liert. Besonders wichtig ist dabei die Reinigung der gewonnenen 
Viruspraparation. Hierbei hat sich insbesondere ein Reinigungs- 
verfahren umfassend die Schritte eines Saccharose -Gradienten, 
DNAse-Behandlung und Dia- und Sterilf iltration als geeignet ge- 
zeigt. Die derart gereinigte Preparation induziert auch nach 
Verdunnen auf 1/10 des in einer konventionellen Impfstoff dosis 
verabreichten Antigengehalts und Adjuvantieren mit Aluminium 
eine noch hohere Immunantwort als die nicht-adjuvantierte Vak- 
zinpraparation mit einem normalerweise als ef fektiv erachteten 
Antigengehalt von 15 /xg Antigen/Dosis. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erf indung umfafct die Ver- 
wendung einer Inf luenzavirus- Preparation mit einem Antigengehalt 
von maximal zwischen 1 jig und 5 f*g Antigen/Dosis und Aluminium 
als Adjuvans zur Herstellung einer Vakzine zur Prophylaxe von 
Inf luenzavirus- Inf ektionen. 

Besonders bevorzugt ist dabei die erf indungsgemafce Verwendung 
zur Verhinderung einer Inf luenzavirus -Inf ektion bei Menschen. Da 
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durch die Abwesenheit von Ei-spezif ischen Proteinen auch die 
Wahrscheinlichkeit einer allergischen Reaktion gegen diese Pro- 
teine ausgeschlossen ist, ist der erf indungsgemafce Impfstoff 
insbesondere fur die Anwendung bei Personengruppen die zu einer 
Hochrisiko-Gruppe gehoren, wie etwa Asthmatiker, Allergiker, 
aber auch bei Menschen mit Immunsuppression und bei alteren Men- 
schen, geeignet. 

Aufgrund der im Rahmen der vorliegenden Erf indung durchgefuhrten 
Versuche an Schimpansen wurde f estgestellt , da£ insbesondere aus 
einer Zellkultur gewonnenes Inf luenzavirus-Antigen, adjuvantiert 
mit Aluminium, eine verbesserte Immunantwort auslost und daher 
ein besseres Immunogen darstellt als ein durch konventionelle 
Methoden hergestelltes Antigen. Zudem bietet der erf indungsge- 
mafce Impfstoff den Vorteil, daS er in einer Huhnereiweifi-Pro- 
tein-f reien Form vorliegt und daher die damit verbundenen Neben- 
wirkungen nicht aufweist. 

Die Erf indung wird anhand der nachf olgenden Beispiele naher er- 
lautert, ohne jedoch auf die Beispiele beschrankt zu sein. 
Es zeigen: 

Tabelle 1: HA-Titer von gepoolten Mausseren nach Vakzinierung 
mit Influenza A- oder B-Virus-Praparationen, gewonnen aus infi- 
zierten Zellkulturen oder bebruteten Eiern. 

TcdDelle 2: Serokonversion von Schimpansen nach Immunisierung mit 
verschiedenen Inf luenzavirus-Vakzinpraparationen . 

Tabelle 3: Geometrisches Mittel des HA-Titers (GMT) von Schim- 
pansen nach Immunisierung mit verschiedenen Inf luenzavirus-Vak- 
z inpr apara t ionen . 

Tabelle 4: Anstieg des GMT bei Schimpansen nach Immunisierung 
mit verschiedenen Inf luenzavirus-Vakzinpraparat ionen. 

Tabelle 5: Protektiver Titer von Schimpansen nach Immunisierung 
mit verschiedenen Inf luenzavirus-Vakzinpraparat ionen. 

Beispiele : 
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B e i s p i e 1 1 : 

Herstellen einer Inf luenzavirus-Impf stof fpraparation 

Influenzavirus wurde aus proteinf reier Vero-Zellkultur, infi- 
ziert mit Influenza A- oder B-Virusstamm, gemaS WO 96/15231 oder 
aus Allantoisflussigkeit von infizierten bebruteten Huhnereiern 
gewonnen . 

Zur Herstellung einer Inf luenzaviruspraparation aus Zellkultur 
wurde der Uberstand einer infizierten Vero- Zellkultur mit Forma- 
lin (Endkonzentration 0,025%) versetzt und die Viren bei 32°C 
fur 24 Stunden inaktiviert. Dieses Material wurde durch zonale 
Zentrifugation in einem kontinuier lichen 0-50% Saccharose -Gr a - 
dienten, DNAse-Behandlung, Diaf iltration und Sterilf iltration 
gereinigt. Das gereinigte Material wurde bei -70°C gelagert. 
Das Endprodukt wurde auf Restkontaminationen getestet und pro 
Dosis wurden folgende Kriterien festgelegt: 



Hamagglutiningehalt: > 15 /xg HA pro Stamm 

Proteingehalt : ^ 250 /xg 

Saccharosegehalt : ^ 200 mg 

Formalingehalt : < 5 jxg 

Benzonasegehalt : < 5 ng 

Rest-DNA (VERO) : < 100 pg 

Endotoxingehalt: < 100 EU 

Pyrogen: frei 



Beispiel 2: 

Einflufi von Al(0H) 3 auf die Inununogenitat von verschiedenen 
Inf luenzavirus-Impf stof f-Praparationen 

Die isolierten Antigen-Praparationen aus Beispiel 1 wurden in 
PBS bis zu einem HA-Antigengehalt von 15 iig/ml verdunnt und ge- 
gebenenfalls mit Al(OH) 3 bis zu einer Endkonzentration von 0,2% 
adjuvantiert. Zur Herstellung einer Impf stof fpraparation von 1,5 
/xg wurde die Losung entsprechend mit PBS enthaltend Al(OH) 3 ver- 
dunnt. 
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Jeweils 10 Mause wurden mit 1 ml der entsprechenden Preparation 
von 15 /xg bzw. 1,5 /xg Inf luenzavirus -HA-Ant igen , jeweils mit und 
ohne Al(OH) 3 als Adjuvans immunisiert . Nach 4 Wochen wurde den 
Mausen Blut entnommen und anschliefcend die Mause geboostert. 2 
Wochen nach dem Booster wurden die Tiere entblutet. Das erhal- 
tene Serum wurde im Influenza A- bzw. B - Virus -Hamagglut inat ions - 
Test (HAI-Titer) nach der Methode von Palmer et al. (1977, 
Advanced laboratory technicals for immunological diagnostic, 
U.S. Dept. Health. Ed. Welfare. P.H.S. Atlanta, Immunology Ser. 
No. 2, A Procedural Guide to the Performance of Rubella 
Hemagglutination- Inhibition Tests, p. 3-64) getestet. 

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse des Experiments mit der Influ- 
enza A Virus-Stamm Johannesburg (A(H3N2) -Preparation und Influ- 
enza B Virus-Stamm B/Harbin- Preparation aus Vero-Zellkultur und 
NIB 34 (HG Johannesburg) aus Allantoisf lussigkeit zusammenge- 
fafct. Das Serum der einzelnen Mause der verschiedenen Gruppen zu 
den Zeitpunkten nach 4 und 6 Wochen wurde gepoolt und der Anti- 
korper-Titer mittels HAI-Test bestimmt. 

Die Adjuvantierung mit Al (OH) 3 fuhrte bereits nach 4 Wochen so- 
wohl bei der geringeren als auch bei der hoheren Antigendosis zu 
einem hoheren Titeranstieg. Die geringere Dosis von 1,5 /xg HA- 
Antigen adjuvantiert mit Al(OH) 3 ergab dabei sogar einen gleich 
hohen Titer wie die hohere Dosis, enthaltend 15 /xg Antigen. 

6 Wochen nach Immunisierung zeigten die Mause, die mit einer aus 
Zellkultur gewonnenen Impfstoff preparation mit der hoheren Anti- 
gendosis von 15 /xg geimpft worden waren, mit und ohne Adjuvans 
den gleichen Titer. Die Preparation enthaltend eine 10-fach ge- 
ringere Dosis von 1,5 /xg und A1(0H) 3 fuhrte nicht nur im Ver- 
gleich zum nicht -adjuvantiert en Antigen, sondern auch gegenuber 
der adjuvant ierten hoheren Antigendosis zu einem wesentlich ho- 
heren HA- Titer. In der Preparation, enthaltend die hohere Dosis 
von Antigen, isoliert aus Zellkultur, hatte Aluminium keinen 
immunverstarkenden Effekt. Bei der Preparation isoliert aus 
Allantoisf lussigkeit hatte Al(OH) 3 nur einen geringen Einflufc 
auf die Immunantwort 6 Wochen nach Immunisierung, wogegen ein 
Titeranstieg bei der adjuvant ierten Vakzine mit geringer Anti- 
gendosis festgestellt wurde. 
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Die Daten zeigen damit in Ubereinstimmurig mit den Ergebnissen 
yon Davenport et al. (1968, J. Immunol. 100: 1139-1140), dafi 
Aluminium einen immunverstarkenden Effekt bei Mausen auf Influ- 
enza-Antigen aus Allantois hat. 

Es war jedoch nicht zu erwarten, da£ durch Herabsetzen der Anti- 
genkonzentration auf 1/10 der „normalen" Dosis und Zugabe von 
Al(OH) 3 die Immunantwort gleich hoch der mit der 10-fachen Dosis 
ist bzw., daS der Titer nach Immunisierung mit aus Zellkultur 
gewonnenem Antigen sogar noch uber den der hoheren Antigendosis 
mit Al(OH) 3 ansteigt. 
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Tabelle 1: 

HA-Titer von gepoolten Mausseren nach Vakzinierung mit Influenza 
A- oder B-Virus-Praparationen gewonnen aus Zellkultur oder be- 
bruteten Eiern 



Gruppe 


Antigen 


Herkunft 


Dosis (pg) 


Adjuvans 


HAI-Titer 


4 Wochen 


6 Wochen 


A 


A/Johannesburg 


VERO 


15 




320 


1280 


B 


A/Johannesburg 


VERO 


1.5 




160 


320 


C 


A/Johannesburg 


VERO 


15 


AI(OH) 3 


640 


1280 


D 


A/Johannesburg 


VERO 


1.5 


AI(OH) 3 


640 


2560 


E 


B/Harbin 


VERO 


15 




n.b* 


320 


F 


B/Harbin 


VERO 


1.5 




n.b. 


160 


G 


B/Harbin 


VERO 


15 


AI(OH) 3 


n.b. 


320 


K 


B/Harbin 


VERO 


1.5 


AI(OH) 3 


n.b. 


640 


1 


NIB 34 


Allantois 


15 




160 


640 


J 


NIB 34 


Allantois 


1.5 




160 


320 


K 


NIB 34 


Allantois 


15 


AI(OH) 3 


640 


1280 


L 


NIB 34 


Allantois 


1.5 


AI(OH) 3 


640 


1280 



* n.b. nicht bestimmt 



Beispiel 3: 

Untersuchungen zur Langzeit-Inmrunitat von Schimpansen nach Ver- 
abreichung von Inf luenzavirus-Vakzine 

Die Ergebnisse aus Beispiel 2 zeigen einen dramatischen Anstieg 
der Immunantwort bei Mausen nach Immunisierung mit einer Vakzin- 
praparation mit einem reduzierten Antigengehalt enthaltend 
Al(OH) 3 als Adjuvans. Daher wurden weitere Untersuchungen durch- 
gefuhrt, ob dieser Effekt auch bei hoheren Saugern zu finden 
ist. Dazu wurde eine Langzeit-Studie bei Schimpansen durchge- 
f uhrt . 
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Die Studie zur Langzeit-Immunitat von Schimpansen nach Verabrei- 
chung einer Inf luenza-Ganzvirusvakzine wurde an 4 Gruppen von 
insgesamt 44 Schimpansen durchgef uhrt . 
Dazu wurde jede Gruppe f olgendermaSen immunisiert : 

Gruppe I: 13 Schimpansen wurden mit einer Inf luenza-Vakzin- 

praparation aus einer Vero-Zellkultur mit jeweils 15 ^g pro 
Stamm immunisiert . 

Gruppe II: 5 Schimpansen wurden mit einer Inf luenza-Vakzin- 

praparation aus einer Vero-Zellkultur mit jeweils 5 /xg pro Stamm 
und Al(OH) 3 als Adjuvans immunisiert. 

Gruppe III: 13 Schimpansen wurden mit einer Inf luenza-Vakzin- 
praparation aus einer Vero-Zellkultur mit jeweils 1,5 fig pro 
Stamm und Al(OH) 3 als Adjuvans immunisiert. 

Gruppe IV: 13 Schimpansen wurden mit einer aus Allantois- 

flussigkeit von bebruteten Eiern gewonnenen Inf luenzavirus-Pr&- 
paration mit 15 jig pro Stamm immunisiert. 

Blutproben wurden von den 44 Schimpansen nach 0, 10, 30 und 90 
Tagen nach Vakzinierung entnommen. Nach einer RDE (receptor 
destroying enzyme) -Behandlung wurden die Schimpansen- Ser en fur 
45 Minuten bei 56°C inaktiviert und auf ant i-Hamagglutinat ions- 
Antikorper gegen Inf luenzavirus-Wildtypstamm Texas 36(A(H1N1) # 
Nanchang (A/H3N2) und B/Harbin (B) mittels Hamagglutinationstest 
getestet. Die Interpretation erfolgte uber die CPMP-Richtlinien 

(Committee for Propietary Medicinal products (CPMP) : Note for 
Guidance on Harmonisation of Requirements for Influenza Vaccines 

(CPMP/BWP/214/96) , 17. July 1996: 20-21). Entsprechend den 
Richtlinien mufi eine effektive Vakzine mindestens eines der fol- 
genden Kriterien erfiillen: 

Prozent der Serokonversion oder ein signif ikanter Anstieg des 
anti-Hamagglutinationstiters (> 40) (Tabelle 2) > 40%. 

Anstieg des GMT (geometrischen Mittel des Titers) urn > 2,5 (Ta- 
belle 3 und 4) . 
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der Anteil von Subjekten, die einen HAI-Titer von > 40 (Protek- 
tionstiter) erreichen, sollte > 70% sein (Tabelle 5) . 

Die Ergebnisse sind in den Tabellen 2 bis 5 zusammengef afit und 
zeigen, dafi ebenso wie die konventionelle Vakzine aus Allantois- 
flussigkeit die aus Vero-Zellkultur gewonnene Inf luenzavirus- 
Praparation alle 3 Kriterien der CPMP-Richtlinien erf ullt .' Die 
aus Vero-Zellkultur gewonnene Impf stof fpraparation ist daher 
nicht nur genauso immunogen wie die aus Allantoisf lussigkeit , 
sondern zeigt aufgrund der Daten auch eine hohere Immunogenitat . 

Zudem zeigte sich uberraschenderweise, dafi eine aus Vero-Zell- 
kultur gewonnene Preparation, die 1 : 3 (5 /xg pro Stamm) oder 1 
: 10 (1,5 /xg pro Stamm) verdunnt und mit Al(OH) 3 adjuvantiert 
ist, ebenfalls alle 3 Kriterien ab Tag 3 0 und 90 nach Immunisie- 
rung erf ullt. 

So zeigt insbesondere Tabelle 2, dafi 30 Tage nach Immunisierung 
die Schimpansen, die mit einer gereinigten Inf luenzavirus-Vak- 
zinpraparation aus Zellkultur geimpft wurden, eine hohere Sero- 
konversion im Vergleich zu denen, die mit konventionell herge- 
stelltem Impf stof f aus Allantois geimpft wurden, aufweisen. Be- 
sonders uberraschend war zudem, dafi bei der Preparation mit ei- 
ner geringeren Antigendosis (5 /xg bzw. 1,5 /xg) , enthaltend 
Al(OH) 3 als Adjuvans, die Serokonversion am hochsten war. 

Die Tendenz, dafi die Immunantwort bei Schimpansen, immunisiert 
mit einer Vakzinpraparation mit einer geringeren Antigendosis 
und einer Aluminiumverbindung als Adjuvans, hoher ist als bei 
den Tieren, die eine "normal" hohe Antigendosis ohne Adjuvans 
erhalten haben, ist auch uber den Anstieg des HA- Titers festzu- 
stellen (Tabelle 3 und 4) . Dabei ist eindeutig ein doppelt so 
hoher Anstieg des HA-Titers nach 30 Tagen bei Inf luenzavirus -An- 
tigen, isoliert aus Zellkultur, im Vergleich zu Antigen aus 
Allantoisf lussigkeit nachzuweisen, wobei dieser Effekt bei ge- 
ringer Antigendosis plus Adjuvans noch wesentlich deutlicher 
ausgepragt ist (Tabelle 4) . 90 Tage nach Immunisierung war der 
Anstieg des GMT mit der aus Zellkultur gewonnenen, gereinigten 
Impf stof fpraparation fast doppelt so hoch wie der des konventio- 
nellen Impf stof fes. 

i 
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Vergleiche der Immunogenitat von Inf luenzavirusantigen-Prapara- 
tionen, isoliert aus Allantoisf lussigkeit von bebruteten Eiern, 
Oder aus einer Vero-Zellkultur zeigten, daS das aus Zellkultur 
gewonnene Antigen eine 2- bis 4-fach hohere Immunogenitat als 
das aus Allantoisf lussigkeit aufweist. 



Tabelle 2: 

Serokonversion von Schimpansen nach Immunisierung mit verschie- 
denen Inf luenzavirus - Vakzinpraparationen 





% mit 4 fach Oder > Hl-Titer Anstieg 
Stamm 




Tag 


Texas 36 


Nancnang 


B/Harbin 


Gruppe 1 










Vero-Zellmaterial 


10 


69% ( 9/13) 


69% ( 9/13) 


62% ( 8/13) 


1*i uo/Stamm 


30 


85% (11/13) 


77% (10/13) 


85% (11/13) 




90 


69% ( 9/13) 


69% ( 9/13) 


85% (11/13) 


Gruppe II 










Vero-Zellmaterial 


10 


60% ( /5) 


60% (3/5) 


60% (3/5) 


5 pg/Stamm (AI(OH) 3 ) 


30 


100% (5/5) 


80% (4/5) 


100% (5/5) 




90 


80% (4/5) 


80% (4/5) 


100% (5/5) 


Gruppe III 










Vero-Zellmaterial 


10 


54% ( 7/13) 


69% ( 9/13) 


46% ( 6/13) 


1,5pg/Stamm (AI(OH) 3 ) 


30 


92% (12/13) 


92% (12/13) 


85% (11/13) 




90 


85% (11/13) 


85% (11/13) 


77% (10/13) 


Gruppe IV 










Antigen aus Bern 


10 


46% (6/13) 


54% (7/13) 


62% ( 8/13) 


15 ug/Stamm 


30 


69% (9/13) 


69% (9/13) 


77% (10/13) 




90 


67% (8/12) 


67% (8/12) 


83% (10/12) 


CPMP-Kriterien filr Effizienz 




>40% 


>40% 


>40% 



WO 00/15251 



PCT/AT99/00221 



- 16 - 
Tabelle 3: 

Geometrisches Mittel des HA- Titers (GMT) von Schimpansen nach 
Immunisierung mit verschiedenen Inf luenzavirus-Vakzinpraparatio- 
nen 





GMT (Geometrisches Mittel - Titer) 
Stamm 


Tag 


Texas 36 


Nanchang 


B/Harbin 


Gaippe 1- IV 


0 


21,6 


11,0 


7,5 


Gruppe 1 












0 


21,1 


10,0 


7,3 


Vero-Zellmaterial 


10 


80,0 


36,0 


22,3 


15 pg/Stamm 


^n 
ou 




84,0 


58,1 




90 


52,2 


49,5 


42,2 


Gruppe II 












0 


17.4 


10,0 


6,6 


Vero-Zellmaterial 


10 


52,8 


30,3 


13,2 


5pg/ Stamm (AI(OH) 3 ) 


30 


160.0 


69,6 


46,0 




90 


69,6 


60,6 


46,0 


Gruppe III 












0 


18,0 


10,6 


7,3 


Vero-Zellmaterial 


10 


40,0 


44,5 


14.1 


1,5 pg/ Stamm (AI(OH) 3 ) 


30 


208,9 


104,4 


64,6 




90 


80,0 


71.9 


55.1 


Gruppe IV 












0 


29.1 


13,1 


8.5 


Antigen aus Eiern 


10 


64,6 


34.1 


22,3 


15 pg/Stamm 


30 


160,0 


64.6 


58,1 




90 


84.8 


59,9 


44,3 
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Tabelle 4: 

Anstieg des GMT bei Schimpansen nach Immunisierung mit verschie- 
denen Inf luenzavirus -Vakzinpraparationen 





GMT -Anstieg (vor/nach-Vakzinierung) 
Stamm 


Tag 


Texas 36 


Nanchang 


B/Harbin 


Gaippe 1 










Vero-Zellmaterial 


10 


3,8 


3.6 


3.1 


15 pg/ Stamm 


^n 


o,u 


ft A 


ft n 




90 


2,5 


5.0 


5.9 


Gruppe II 










Vero-Zellmaterial 


10 


3,0 


3.0 


2.0 


5 pg/Stamm (AI(OH) 3 ) 




Q 9 


7 n 


7 n 




90 


4,0 


6,1 


7.0 


Gruppe III 










Vero-Zellmaterial 


10 


2,2 


4.2 


1.9 


1,5 pg/ Stamm (AI(OH) 3 ) 


30 


11,6 


9.9 


8.9 




90 


4.4 


6.8 


7.6 


Gruppe IV 










Antigen aus Eiern 


10 


2,2 


2,6 


2.6 


15 pg/ Stamm 


30 


5,5 


4.9 


6.8 




90 


2,9 


4.6 


5.1 


CPMP Kriterien fur Effizienz 




>2,5 


>2.5 


>2,5 
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Tabell 5: 

Prot ktiver Titer von Schimpansen nach Iimminisierung mit ver- 
s chi edenen In f luenz avi rus - Vakz inprapar a t ionen 







% mit Hl-Titer > 40 
Stamm 


Tag 


Texas 36 


Nanchang 


B/Harbin 


Gruppe 1- IV 


0 


25% (11/44) 


21% (9/44) 


14% (6/44) 


Gruppe 1 












0 


23% ( 3/13) 


15% ( 2/13) 


15% ( 2/13) 


Vero-Zellmaterial 


10 i 


92% (12/13) 


85% (11/13) 


39% ( 5/13) 


15Mg/Stamm 


30 


100% (13/13) 


92% (12/13) 


100% (13/13) 




90 


92% (12/13) 


85%( 11/13) 


85% (11/13) 


Gruppe II 












0 | 


20% (1/5) 


20% (1/5) 


0% (0/5) 


Vero-Zellmaterial 


10 


80% (4/5) 


80% (4/5) 


20% (1/5) 


5 pg/ Stamm (AI(OH) 3 ) 


30 


100% (5/5) 


100% (5/5) 


100% (5/5) 




90 


100% (5/5) 


100% (5/5) 


100% (5/5) 


Gruppe III 












0 


15% ( 2/13) 


15% ( 2/13) 


15% ( 2/13) 


Vero-Zellmaterial 


10 


69% ( 9/13) 


69% ( 9/13) 


23% ( 3/13) 


1,5 ug/ Stamm (AI(OH) 3 ) 


30 


100% (13/13) 


100% (13/13) 


100% (13/13) 




90 


100% (13/13) 


100% (13/13) 


92% ( 2/13) 


Gruppe IV 












0 


39% ( 5/13) 


31% ( 4/13) 


15% ( 2/13) 


Antigen aus Eiern 


10 


85% (11/13) 


77% (10/13) 


46% ( 6/13) 


15 ug/ Stamm 


30 


100% (13/13) 


100% (13/13) 


92% (12/13) 




90 


100% (12/12) 


83% (10/12 


92% (11/12) 


CPMP Kriterien fQr Effizienz 




> 70% 


> 70% 


>70% 
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Patentanspruche : 

1. Inf luenzavirus-Vakzine, enthaltend ein aus Zellkultur ge- 
wonnenes Inf luenzavirus -Antigen mit einem Inf luenzavirus-Anti- 
gengehalt zwischen 1 fig und 5 jxg/Dosis und Aluminium als Adju- 
vans. 



2. Inf luenzavirus-Vakzine nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ sie einen Antigengehalt von 1 jig bis 2,5 /xg/Dosis, 
vorzugsweise von 1,5 /xg/Dosis aufweist. 

3. Inf luenzavirus-Vakzine nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet , dais sie Aluminium als Aluminiumhydroxid oder Alu- 
miniumphosphat enthalt. 

4. Inf luenzavirus-Vakzine nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , dafi sie Aluminium mit einer Endkonzen- 
tration von 0,05% bis 0,5% enthalt. 

5. Inf luenzavirus-Vakzine nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daS sie gereinigtes Virusantigen ent- 
halt. 



6. Inf luenzavirus-Vakzine nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dafi sie zur Anwendung als Vakzine bei 
Menschen geeignet ist. 

7. Verfahren zur Herstellung einer Inf luenzavirus-Vakzine um- 
fassend die Schritte 

- Inf izieren einer Zellkultur mit Inf luenzavirus 

- Kultivieren der infizierten Zellen 

- Ernten der produzierten Viren 

- Reinigen der Viruspraparation 

- Herstellen einer konzentrierten Viruspraparation 

- Verdunnen der Viruspraparation auf einen Antigengehalt zwi- 
schen 1 /xg bis 5 jig Antigen pro Dosis und Zugabe von Aluminium 
als Adjuvans in einer Endkonzentration zwischen 0,05% bis 0,5%. 



i 
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8. Verwendung einer Inf luenzavirus-Praparation, enthaltend ein 
aus einer Zellkultur gewonnenes und isoliertes Inf luenzavirus- 
Antigen, mit einem Antigengehalt zwischen 1 /xg und 5 /xg Anti- 
gen/Dosis und Aluminium als Adjuvans zur Herstellung einer Vak- 
zine zur Prophylaxe von Inf luenzavirus-Inf ektionen. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, zur Verhinderung einer Influen- 
zavirus-Infektion bei Menschen. 



